Al Akl jaanall Ay 30 jall 4y ) sgand |
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

el il 5 Mol el 315
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université des Freres Mentouri Constantine

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Sall g Aaphall o gle S

Département : Biologie Animale Olsandl Ln g ¢ ol

Mémoire présenté en vue de ’obtention du Diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Sciences Biologiques

Spécialité : Génétique Moléculaire

Intitulé :

Association du polymorphisme G908R du géene CARD15/NOD2
et la maladie de Crohn

Présentée et soutenue par : BENHAFED Khawla Le :03/07/2017

DRIDI Amina

Jury d’évaluation :

Présidente du jury : BOUCHAR-ZIADA Hadia (MCB - UFM Constantine 1).

Rapporteur : DAOUI Zineb (MCB - Université de Batna 2).
Co-encadreur : Dr HAMMADA Talel (Professeur agrégé en Hépato-
Castro- Entérologie faculté de
médecine Constantine).
Examinatrice :

FERTOUL-GHARZOULI Razika (MCB - UFM Constantine 1).

Année universitaire
2016 - 2017



1.1

1.2

1.3

2.1

2.1.1

2.1.2

2.1.3

2.1.4

2.2

2.3

TABLE DES MATIERES

Remerciements
Dédicaces

Liste des abréviations
Liste des tableaux

Liste des figures

Liste des photographies

Introduction

Etude bibliographique

Aspect clinique et épidémiologique de la M.C
Epidémiologie

Répartition mondiale de la M.C

Variations selon I’age

Variations selon le sexe

Anatomie, physiologie et histologie du tube digestif
Anatomie et physiologie du tube digestif

(Esophage

Estomac

Intestin gréle

Gros intestin

Histologie du tube digestif

Barrieres de protection du tube digestif

Diagnostic



3.1

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.2

3.3

3.4

3.5

5.1

5.1.1

5.12

52

5.2.1

522

523

524

53

1T

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

Examen clinique

Manifestations générales
Manifestations digestives
Manifestations extra digestives
Examens biologiques

Examens sérologiques

Imageries médicales

Diagnostics différentiels

Classification

Etiologies de 1a M.C

Roéle de I'immunité

Immunité innée

Immunité acquise

Facteurs associés a I’environnement dans la M.C
Tabac

Facteurs psychologiques

Facteurs alimentaires

Antibiotiques

Facteurs génétiques

Génétique de la MC

Gene CARDI15/NOD2

Structure et localisation chromosomique du géne CARD15/NOD2
Ligand de la protéine CARD15/ NOD2
fonction de la protéine CARD15/NOD2
Spectre mutationnel dans la MC

Role du CARD15/NOD2 dans la MC

Implication de CARD15/NOD?2 dans d’autres maladies

10

10

11

11

11

12

12

12

12

13

13

13

14

14

15

16

16



I

1.1
1.2

1.3

2.1
2.2
2.2.1
222

223

3.1

3.2

1.1

Autres génes candidats associés a la MC

Pharmacogénétique

Méthodologie

Population d’étude

Recrutement des patients

Recrutement des témoins

Méthodes

Extraction de ’ADN

Méthode d’extraction d’ADN

Evaluation qualitative de I’ADN
Evaluation quantitative de I’ADN
Amplification par PCR

Principe

Protocole de la PCR

Préparation du milieu réactionnel (mix)
Déroulement des cycles de la PCR
Controle des produits PCR

La digestion enzymatique des produits de PCR
Préparation de la digestion

Electrophorese des produits de la digestion

Analyses statistiques

Résultats et discussion

Caractéristiques principales des patients

Age

17

18

19

19

19

20

20

20

21

21

22

22

23

23

23

24

25

25

25

25

27

27



1.2

1.3

1.4

1.5

1.5.1

1.5.2

1.53

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

2.1

2.2

22.1

222

223

22.4

Sex-ratio

Age et sex-ratio

Statut tabagique

Aspects cliniques : résultats

Manifestations générales

Manifestations digestives

Manifestations extra-digestives

Classification phénotypique

Age de diagnostic

Localisations anatomiques de la maladie

Intensité de la maladie

Polymorphisme G908R

Fréquences alléliques et génotypiques

Corrélation phénotype/génotype

Corrélation du polymorphisme G908R et la localisation de la MC
Corrélation du polymorphisme G908R et I’intensité de la MC
Corrélation du polymorphisme G908R et le tabac

Corrélation du polymorphisme G908R et les signes extra-digestifs

Conclusion et perspectives

Références bibliographiques

Annexes
Résumé en francais
Résumé en anglais

Résumé en arabe

28

28

29

30

30

31

31

31

31

32

34

35

35

37

37

38

38

39

40

41



%
|

L

Ny

Remerciements

Nous remercions ALLAH le tout-puissant de nous avoir donné le
courage, la volonté et la patience de mener a terme ce présent travail.
Nous remercions aussi Mme DAOUI Zineb, [’encadreur de ce
mémoire, pour son encadrement et pour son expérience
et ses conseils.

Un grand merci a Mme ZIADA Hadia et Mme FERTOUL Razika
pour l’intérét qu’ils ont porté a ce travail. Nous tenons aussi a
remercier notre professeur Mme SATTA Dallila de ['université des
freres Mentouri Constantine 1 pour sa générosité et ses précieux
conseils ainsi gue Mme SEMMAM QOuarda pour son aide.
Nous remercions également nos parents pour tous leurs sacrifices en

faveur de nos éducations, nos amis et toutes les personnes qui ont

contribué de pres et de loin a la réalisation de ce mémoire de Master.




Dedicace

A qui m’as fait élever par une bonne éducation.

A qui m’a allumé le chemin de savoir depuis mon enfance
jusqu’a ma soutenance pour que je puisse atteindre mon
objectif.

A qui m’a procuré le confort, la paix et la béatitude éternelle.
A qui a tout fait pour moi.

Mes tres chers parents que dieu les gardes.

A qui j’ai passé avec eux les meilleurs souvenirs de ma vie.
Mes freres et Sceurs.

A qui m’ont partagé les bons et les mauvais moments pour
réeussir ce travail.

A ma petite et grande famille.

A mes chers amis.

Dridi

Amina



Dedicace

Je dédie ce travail a ['ame de ma tres chere maman.

A mon trés cher papa, qui peut étre fier et trouver ici le résultat de
longues années de sacrifices et de privations pour m'aider a avancer
dans la vie. Puisse Dieu faire en sorte que ce travail porte son fruit ;

Merci pour les valeurs nobles, l'éducation et le soutient permanent

venu de toi. Que dieu te garde inshallah
A mon grand pére Naamane.
A mes chéres seeurs Amel et ses deux princesses Sara et Rym, Rofia,
Wafa et Rania
A mon frére Mohammed et sa fiancée Samabh.
A mes cousines jouri et mira
Pour leurs encouragements permanents, et leur soutien moral. Je vous
souhaite beaucoup de succes, de joie, de bonheur et de santé dans
votre vie.
A tous mes amis et collégues.

A toutes la promotion de Master 2 génétique moléculaire : 2016-2017
A tous ceux que j’ai pas pu citer.
A tous ceux que j’aime et a tous ceux qui m’aiment.

Merci a tous et merci d’étre la pour moi.

BENHAFED Khawla



LISTE DES ABREVIATIONS

ASCA Anticorps anti-Saccharomyces cerevisia

BBP Bleu de Bromophénol

BET Bromure d’Ethidium

CARD15 Caspase Recruitment Domain-Containing Protein 15
CHU Centre hospitalo-universitaire

CRP C-Réactive Protéine

dNTP DésoxyriboNucléotides-TriPhosphates

EDTA Ethylen-Diamin_Tetra-acetic Acide

ELAM-1 Endothelial-Leukocytes Adhesion moleculel

GlcNAc N-acétyl-glucosamine

IBD1 Inflammatory Bowel Disease 1
IFX Infliximab

IkB Inihibitory Protein-KB

IL-1 Intrcellular adhesion molecule 1
IFNa Interferon o

IFNy Interféron y°

IRM Imagerie par Résonnance Magnétique
LAP Lésions Ano- Périnéales

LPS Lipopolysaccharides

LRR Leucine Rich Repeat

LT Lymphocytes T

MC Maladie de Crohn



MDP

MICI
MurNAc
NBD
NFkB
NLR
NLRP3
NOD2
OR
PAMP
p-ANCA
PCR
PGN
PRR
RCH
RFLP
RIP2
RLR
RR
SDS
TBE
Th
TIR
TNF-a

TNFR

Muramyl dipeptide

Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin
Acid N-acétyl-muramique

Nucléotide Binding Domaine

Nuclear Factor Kappa B

NOD- like Receptors

NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2
Odds Ratio

Pathogen Associated Molecular Patterns

Anticorps anticytoplasmique des polynucléaires neutrophiles
Polymerase chain reaction

Peptidoglycane

Pathogen Renognition Receptor

Rectocolite Hémorragique

Fragment Length Polymorphism

Receptor Interacting Protein 2

Retinoic acid inductible gene 1 Like Receptors

Risque Relatif

Sodium Dodécyle Sulfate

Tris Borate EDTA

Lymphocytes T-Helper (ou lymphocytes T auxiliaires)
Toll-Like Receptors

Tumor Necrosis Factor a

Tumor Necrosis Factor Receptors



uv Ultra-Violet

XBP1 X-Box Binding Protein 1



Tableau 1

Tableau 2

Tableau 3

Tableau 4

Tableau 5

Tableau 6

Tableau 7

Tableau 8

Tableau 9

Tableau 10

Tableau 11

Tableau 12

Tableau 13

Tableau 14

Tableau 15

Tableau 16

LISTE DES TABLEAUX

Données épidémiologiques de la MC dans quelques pays au monde
Classifications de Vienne et de Montréal

Les amorces utilisées et la taille du produit de PCR

Les composants du milieu réactionnel pour la PCR

La programmation du thermocycleur

Génotypage du polymorphisme G908R

Tableau de contingence

Répartition des patients par tranche d’age

Fréquences des patients fumeurs dans certaines études
Localisation de la maladie selon certaines séries

Représentation des fréquences alléliques de polymorphisme G908R du gene
CARDI15 chez la population témoins et malades

Comparaison des fréquences des alleles mineurs du G908R chez certaines
Populations

Corrélation du polymorphisme G908R et la localisation de la MC
Corrélation du polymorphisme G908R et I’intensité de la MC
Corrélation du polymorphisme G908R et le tabac

Corrélation du polymorphisme G908R et les signes extra-digestifs

22

23

23

25

26

27

30

33

36

36

37

38

38

39



Figure 1
Figure 2
Figure 3

Figure 4

Figure 5
Figure 6
Figure 7
Figure 8
Figure 9
Figure 10

Figure 11

LISTE DES FIGURES

Structure du géne CARD15/NOD?2 et de protéine CARD15/NOD2
Sites mutationnelles du gene CARD15/NOD?2
Role du CARD15/NOD2 dans la MC

Genes de susceptibilité (en noir) communs a plusieurs maladies (en
rouge)

Répartition des patients par tranche d’age

Répartition des patients selon le sexe

Répartition selon I’age et le sexe

Répartition des malades selon le statut tabagique
Répartition des patients selon 1’age de diagnostic
Répartition des patients selon la localisation de la maladie

Répartition de ’intensité de la maladie

LISTE DES PHOTOGRAPHIES

Photographie 1  Profil électro-phorétique de la PCR du polymorphisme G908R

Photographie 2  Profil de digestion des fragments du polymorphisme G908R

13

15

16

27

28

29

30

32

33

34

24

35



Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) regroupent deux
principales formes : La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). Dans
notre €¢tude nous nous focaliserons sur la MC, qui est caractérisée par la présence des 1ésions
inflammatoires, pouvant toucher tout ou une partie du tube digestif et par 1’alternance de
phases d’activité et de rémission, responsable d’une destruction progressive du tube digestif
(Pearson et al., 1995).

Elle a été identifiée pour la premicre fois en 1932 aux Etats-Unis par le docteur Burrill B.
Crohn, comme une « iléite terminale ou régionale » a laquelle son nom fut donné (Crohn et
al., 1952). Elle affecte de fagon prédominante, les sujets de race blanche, essentiellement, les
pays les plus riches au monde, a savoir I’Europe et les Etats Unis, avec un taux de prévalence
variant entre 25 et 199/100000 habitants (Yazdanyar et al, 2009). En Algérie,
I’épidémiologie de cette maladie est mal connue, mais une étude a été réalisée entre 2003 et
2007, a révélé une incidence de 5,87/100000 habitants et une prévalence de 19,02 (Hammada
etal., 2011).
Bien que la physiopathologie de la MC n’est pas entierement élucidée, il est admis
actuellement qu’il s’agit d’une maladie multifactorielle impliquant une susceptibilité
génétique, une flore intestinale perturbée, un dysfonctionnement immunitaire et un role de
I’environnement ( Sartor, 2006; Zhang et Li, 2014).
Au fil des années, plusieurs genes de susceptibilité ont été identifiés. Le géne NOD2
(nucleotide-binding oligomerization domain containing 2, alias CARDIS5 : Caspase
Recruitment Domain-Containing Protein 15) situé sur le chomosome 16 (16q12), était le plus
associ¢ a la MC. Plus de 30 variants au sein du gene CARD15/NOD2 ont été rapportés jusqu’a
I’heure actuelle. Cependant, il a été démontré que trois principaux variants génétiques étaient
associés a une augmentation du risque de la MC, Il s’agit des variants R702W, G908R et
1007fs qui représentent plus de 80% des mutations
Objectifs de notre travail :

» réaliser une enquéte prospective aupreés du service d’hépato-gastro-entérologie afin de

recruter les patients diagnostiqués pour une MC.

» classer les patients selon les critéres de Vienne.

» ¢tudier les facteurs de risque de la MC.

» effectuer une analyse moléculaire du géne CARDIS5S/NODZ2, en étudiant le

polymorphisme G908R.

» mettre en évidence 1’association génotype/phénotype.

|
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I. Aspects cliniques et épidémiologiques de la MC

1. Epidémiologie
1.1. Répartition mondiale de la MC

Les études épidémiologiques réalisées au cours de ces 20 dernieres années ont mis en

¢vidence I’'importance de la prévalence de la MC dans le monde (Tableau 1).

Tableau 1: Données épidémiologiques de la MC dans quelque pays au monde (in Daoui

etal., 2016).

Pays Année | Population concernée Prévalence Incidence
(%)

Croatie 2001 [46,4/105 = 2000 patients 0,074 5,7/ 10°
Suede 2002 |151/105 = 14500 patients 0,015 9,6/10°
Japon 2005 [21,2/105 = 27100 patients | 0,021 1,2/10°
Espagne 2005 |116/105 = 54850 patients 0,11 7,3/10°
Brésil 2005 |[5,65/105 = 10500 patients | 0,0056 3,5/10°
Chine 2006 |3,5/105 = 46000 patients 0,0035 1/10°
France 2007 [101/105 = 72500 patients 0,11 6,7/10°
Etat unis 2008 |241,3/105 = 758000 patients [ 0,17 5,64/10°
D’ Amérique
Australie 2008 |137,3/105 = 28000 patients |0,137 17,4/10°
Canada 2012 |369,8/105 = 758000 patients | 0,37 13,6/10°
Royaume uni 2012 | 181,8/105 = 115000 patients | 0,18 9,56/10°
Inde 2012 |Non renseigné Non renseigné | 0,14/10°
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1.2. Variations selon I’age
La MC est une maladie de 1’adulte jeune, la majorité des cas sont diagnostiqués entre 20
et 30 ans avec une médiane entre 27 et 29 ans. Néanmoins il existe des cas de la MC

pédiatrique (Cortot ef al., 2009).

1.3. Variations selon le sexe

Dans la plupart des études, il y a une prédominance féminine ou il s’agit d’un risque de
20 a 30 % plus élevé que les hommes, la prédominance féminine concerne spécifiquement les
femmes tres jeunes, ce qui a suggéré I’intervention des facteurs hormonaux endogénes ou

exogenes dans I’expression de la MC (Loftus, 2004).

2. Anatomie, physiologie et histologie du tube digestif
2.1. Anatomie et physiologie du tube digestif
Le tube digestifest un canal alimentaire, responsable du cheminement des aliments
depuis la bouche jusqu'a I’anus, passant dans 1’ordre par : L’cesophage, L’estomac, L’intestin

gréle et Le gros intestin (Catala et al., 2008).

2.1.1. L’esophage
Tube musculaire situé dans le thorax derriére la trachée, qui relie le pharynx a I’estomac.

Son rdle est de conduire le bol alimentaire jusqu'a I'estomac (Marzouki, 2014).

2.1.2. L’estomac

L’estomac est la portion du tube digestif en forme de J, situ¢ dans I’abdomen sous le
diaphragme. Sa partie inférieure est en continuité avec la premicre partie de 1’intestin gréle :
le duodénum. L’estomac est un réservoir ou le bol alimentaire se transforme en chyme

(Bommas-Ebert et al., 2008).

2.1.3.L’intestin gréle

Cette partie du tube digestif a un diametre de 4,5 cm pour une longueur de 6 m, ses
différentes parties anatomiques sont le duodénum, le jéjunum et 1’iléon.
L’intestin gréle a quatre fonctions :

» fonction d’absorption : absorption des produits de la digestion (glucides, lipides,

protides, vitamines et I’eau).

q
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> fonction endocrine : certaines cellules de la muqueuse intestinale sécretent des
hormones qui agissent sur la sécrétion et la motricité intestinale.

» fonction motrice : progression de la nourriture dans le tube digestif grace a des
contractions des muscles.

» fonction immunitaire : sécrétion de diverses immunoglobulines qui jouent un réle

dans la défense bactérienne (Kohler, 2011).

2.1.4. Le gros intestin

Le colon, ou gros intestin, fait suite a I’intestin gréle au niveau de I’angle iléo-caecal, il
mesure environ 1,5 m de long et comporte: le caecum, le colon ascendant, le colon
transverse, le colon descendant, le colon sigmoide et le rectum. Les fonctions du colon sont la
déshydratation du bol alimentaire (absorption de 1’eau et des électrolytes), la digestion de la

cellulose et I’évacuation des déchets alimentaires (Catala et al., 2008).

2.2. Histologie du tube digestif

A partir de ’cesophage la paroi du tube digestif contient, de la lumiére du tube vers

l'extérieur :

» la muqueuse : comporte un épithélium de revétement sous forme cylindrique, contient
du tissu lymphoide, des glandes exocrines et aussi riche en vaisseaux ayant un role
nutritif ou bien un role de récupération des nutriments liés a la fonction d’absorption.

> la sous muqueuse: est une paroi intermédiaire constituée dun réseau
vasculaire important alimentant les tissus entourant la paroi du tube digestif ainsi que
des vaisseaux lymphatiques.

» la musculeuse : elle a une disposition générale en deux couches de tissu musculaire
lisse : circulaire interne et longitudinale externe, entre ces deux couches se situe le
plexus nerveux d’Auerbach, La musculeuse a pour principale fonction la motilité du
tube digestif.

» la séreuse : la membrane la plus externe du tractus gastro-intestinale, elle représente
une couche de protection du tube digestif en prolongement du péritoine qui tapisse la

cavité abdominale (Kohler, 2011).
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L’épithélium de revétement intestinal est un épithélium simple constitué de plusieurs types

cellulaires, on y rencontre quatre types :

» les entérocytes

» les cellules caliciformes

» les cellules de paneth

» les cellules endocrines (Jaubert et al., 2009).

2.3. Les barriéres de protection du tube digestif

La barri¢re intestinale est étroitement liée a la flore bactérienne appelée microbiote
intestinal et au systéme immunitaire. La densité microbienne dans le colon est estimée a 10" -
10" cellules par millilitre (Whitman ez al., 1998).
L’intestin et le colon doivent continuellement se protéger contre les bactéries, et ce sur une

surface d’environ 200 m? que représente 1’épithélium digestif (Hooper et Macpherson, 2010).

% Barriére physique : son rdle principale est le maintient d’une cohésion entre les
cellules qui forment la couche ¢épithéliale, la jonction entre ces cellules
s’appelle jonction serrée et permet de maintenir la perméabilité intestinale (Rescigno
et al., 2001). La formation de jonctions serrées des cellules épithéliales est faite par les
occludines qui sont des protéines transmembranaires (Ando et al., 1996; Saitou et al.,

1997).

% Barriére chimique: comporte les peptides antimicrobiens et le mucus, ce dernier
forme une couche qui varie proportionnellement avec la densité microbienne créant
une barricre contre les agressions causées par le bol alimentaire, les microbes et les

sous-produits bactériens (Johansson et al., 2008).

¢ Barriére cellulaire : recrute des cellules immunitaires spécialisées, qui peuvent faire
la distinction entre les micro-organismes pathogenes, de ceux qui sont bénéfique par

les entérocytes de la barriere épithéliale (Lee ef al., 2006).

]
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3. Diagnostic

Le diagnostic de la MC repose sur un faisceau d’arguments cliniques et paracliniques. Il

est généralement établi lors des périodes de poussées (Singly et Camus, 2010).

3.1. Examen clinique
La nature et le siege des lésions au niveau du tube digestif vont déterminer les
manifestations cliniques de la maladie qui peuvent étre générales, digestives ou extra-

digestives (Saussure et Bouhnik, 2007).

3.1.1.Manifestations générales
Sont représentés par une altération progressive de 1’état générale avec asthénie,
anorexie et amaigrissement. Ainsi la fievre lors des poussées. Les signes de dénutrition

sont liés au retentissement métabolique et nutritionnel de la maladie.

3.1.2. Manifestations digestives

A chaque localisation de la MC sont associ¢s différents symptomes :

» formes iléocoliques droites : diarrhée plutot hydrique, douleurs de la fosse iliaque
droite parfois pseudo-syndrome appendiculaire ou palpation d’une masse droite.

» formes gréliques : possible syndrome occlusif avec syndrome de Koéning,
douleurs d’intensité croissante soulagées par émissions de bruits hydroaériques.

» formes coliques : diarrhée sanglante accompagnée de douleur de type colique
précédent I’émission de selles.

» formes anopérinéales : douleurs anales, ulcérations, fistules, ou abcés de 1’anus

(Singly et Camus, 2010).

3.1.3. Manifestations extra digestives
> manifestations ostéo-articulaires : les arthrites périphériques, les spondylarthrites
ankylosantes et les sacro-iléite isolées.
> manifestations cutanéo-muqueuses : 1’érythéme noueux, Le pyoderma
gangrenosum et les aphtes buccaux.
> manifestations ophtalmologiques : 1’episclérite et 1’'uvéite antérieure aigue qui

sont fréquemment associées a 1’atteinte articulaire.

o
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> manifestations hépato-biliaire : stéatose hépatique, pericholangite, hépatite
granulomateuses, abces hépatiques, cholangite sclérosante primitive et rarement
lithiase biliaire, hépatite chronique active.

> manifestations cardiovasculaires : endocardites infectieuse, accidents
thromboemboliques liéss a un état  d’hypercoagulabilit¢  d’origine
multifonctionnelle

> autres manifestations : broncho-pulmonaires (Alvéolite lymphocytaire,
granulomatose pulmonaire,..), I’Amylose (hépatique et rénale) et la lithiase

urinaire oxalique (Larsen et al., 2010) (Annexe 1).

3.2. Examens biologiques

Des anomalies biologiques sont souvent associées telles qu’un syndrome inflammatoire
(élévation de Ila CRP, augmentation des polynucléaires neutrophiles sanguins,
thrombocytose), une anémie microcytaire de mécanisme inflammatoire et par perte sanguine

(Laass et al., 2014).

3.3. Examens sérologiques
D’un point de vue sérologique, deux types d’anticorps peuvent orienter le diagnostic des
MICI: les pANCA (anticorps antineutrophiles cytoplasmiques avec fluorescence

périnucléaire) et les ASCA (anticorps anti-Saccharomyces cerivisie) (Bouhnik, 2005).

3.4. Imageries médicales
« Endoscopie : I’endoscopie joue un role important dans la prise en charge des
patients atteints par la MC. Elle donne une vision directe a la paroi intestinal et
permet de réaliser des biopsies étagées afin d’apprécier I’extension des Iésions

(Conti et al., 2017).

¢ Vidéocapsule endoscopique : c’est une technique innovante non invasive qui
permet grace a une caméra miniaturisée avalée par le patient d’obtenir un film de

la muqueuse digestive (Rahmi, 2016).

g
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+ Radiologie

> Echographie : montre 1’épaississement pariétal de la paroi colique sans perte de
la différentiation des couches et sans anomalie de la graisse péri-rectocolique
(Boudiaf et al., 2004).

» Scanner : il est actuellement la méthode d’imagerie en coupe de référence pour
détecter les complications abdominales liées a la MC, permettant 1’étude de
I’ensemble de la cavité abdomio-pelvienne en quelque secondes avec 1’obtention
d’une qualité d’image ayant une résolution spatiale tres élevée (Boudiaf et al.,
2000).

» IRM : (Imagerie par Résonance Magnétique) semble utile pour le suivi évolutif
des malades atteints d’une MC. Il faudra néanmoins résoudre les inconvénients

liés au coft et a I’accessibilité aux machines (Lomas et Graves, 1999).

3.5. Diagnostic différentiel
I1 doit étre envisagé en fonction des situations cliniques et de la localisation des 1¢ésions.

» La forme iléale de la MC doit étre différenciée d’une appendicite aigué, d’une
iléite infection ou encore d’un lymphome intestinal.

» Les formes jéjunales ou iléales étendues sont fréquemment confondues avec la
forme intestinale de la tuberculose, les lymphomes, la maladie coeliaque ou encore
la maladie de Whipple.

» Les formes iléocoliques chroniques peuvent étre confondues avec des vascularites
ou des entéropathies ischémiques (Singly et Camus, 2010).

» Dans 10 a 20 % des premiéres poussées de MICI de type colite isolée, il n’est pas
possible de faire la distinction entre une MC et une RCH : on parle alors de colite

indéterminée (Laass et al., 2014) (Annexe 2 ).

4. Classification

Une classification de Vienne a été publiée en 1991 pour permettre aux cliniciens de typer
la maladie. Cette classification se base sur la distribution anatomique, 1’age de diagnostic et le
phénotype de la maladie. Celle-ci a été révisée par le congres de gastroentérologie en 1998, et
remplacée par la classification de Montréal. Les trois parametres principaux n’ont pas été

changés, mais des ajouts ont été réalisés pour permettre une typologie plus précise de la
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maladie et plus adaptée a la pratique clinique. Cette classification permet de classer les

différents degrés de sévérité de la maladie (Satsangi et al., 2006).

Tableau 2 : Classifications de Vienne et de Montréal (Satsangi et al., 2006) .

VIENNE MONTREAL
Al : Avant 40 ans Al : Avant 16 ans
Age du diagnostic A2 : Apres 40 ans A2 : Entre 17 et 40 ans
A3 : Autour de 40 ans
L1 : Iléale L1 : Iléale
Localisation L2 : Colique L2 : Colique
(Topographie) L3 Iléocolique L3 : Iléocolique
L4 : Tractus gastro- L4 : Tractus gastro-
intestinal supérieur intestinal supérieur isolé*
B1 : Non sténosante, non B1 : Non sténosante, non
Intensité perforante perforante
(Phénotype) B2 : Sténosante B2 :Sténosante
B3 : Fistulisante B3 : Perforante
P= atteinte anopérinéale **

*L4 peut étre ajouté a L1-L3 et n’est pas exclusif

** P peut étre ajouté a B1-B3 quand une atteinte anopérinéale est présente.

5. Etiologie de la MC

L’origine de la MC est multifactorielle avec trois principaux facteurs : la susceptibilité
génétique, les facteurs environnementaux et le microbiote intestinal conduisant a une réponse
immunitaire anormale tant quantitativement que qualitativement. Ceci conduit a I’apparition
d’une inflammation microscopique, puis aux I€sions visibles en endoscopie et en imagerie.
Les facteurs environnementaux ( tabac, médicaments...) aggravent ou déclenchent la réponse

immunitaire anormale de la muqueuse intestinale envers sa microflore (Cortot et al., 2009).

|
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5.1. Roéle de Pimmunité

Le systéme immunitaire permet une protection de 1’organisme envers une large variété
d’agents étrangers. Il induit deux types de réponses de défense : la réponse innée et la réponse
acquise ou adaptative.
La réponse immunitaire innée représente la premicre ligne de défense contre les infections et
permet également le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative (Wallace et al.,

2014).

5.1.1.L’immunité innée

Le systéeme immunitaire inné déclenche une réponse rapide mais non spécifique face aux
agents microbiens. Les molécules qu’ils portent a leur surface sont reconnues par des
récepteurs, les TLR (Toll-like receptors) et les TNFR (tumor necrosis factor receptors),
présents a la surface des cellules épithéliales de I’intestin qui déclenchent les mécanismes de
réponse du systéme immunitaire inné en cas d’invasions pathogeénes. Un de ces mécanismes
est ’activation de la voie NF-«xB (Nuclear Factor-kappa B) (Elewaut et al., 1999). C’est un
facteur de transcription dimérique formé des sous-unités p50 et p65. Dans les cellules au
repos, NF-kB est maintenu dans le cytoplasme par son association avec son inhibiteur 1kB,
qui masque le signal de localisation nucléaire (Hayden et Ghosh, 2008).
Les cellules immunitaires, comme les monocytes/macrophages, les lymphocytes B et les
cellules dendritiques peuvent étre stimulées par des cytokines pro-inflammatoires, comme
I’IL-1(intercellular adhesion molecule 1) et le TNFa, et par des polysaccharides et peptides
des micro-organismes, comme le LPS (Lipopolysaccharide) et la flagelline, qui s’associent
aux divers récepteurs du systeme immunitaires comme les TLR et les TNFR (Ghosh et Karin,
2002; Thome et al., 2010).
L’activation de NF-kB meéne a 1’augmentation de la transcription des génes qui encodent pour
des chimiokines, des cytokines, des molécules d’adhésion comme I’IL-1,VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1) et ELAM-1 (endothelial-leukocytes adhesion molecule 1) ainsi que
des inhibiteurs de I’apoptose (Van Antwerp et al., 1996; Ghosh ef al., 1998).
Certaines de ces molécules ont un pouvoir chimiotactique et sont nécessaires pour stimuler les
cellules inflammatoires et phagocytaires a migrer vers le tissu ou NF-«kB est activé (Ghosh et
Karin, 2002; Sun et al., 2004).
Une inhibition excessive de NF-kB améne une augmentation de la mort cellulaire des

entérocytes et une diminution de I’expression des peptides antimicrobiens. Ceci perturbe la
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barricre épithéliale et permet aux bactéries commensales d’envahir la muqueuse et engendrer
une colite chronique et sévere (Nenci et al., 2007).
Donc, la voie NF-kB se doit d’étre finement régulée afin de maintenir une homéostasie de la
réponse immunitaire inflammatoire.

5.1.2.’immunité acquise

La réponse immunitaire acquise met en jeu les lymphocytes B et T qui, produisent des
effecteurs : cytokines et anticorps. A D'inverse de la réponse innée, cette réponse est
hautement spécifique et confere une immunité de longue durée. Les lymphocytes T naifs
(ThO) sont capables, apres activation, de se différencier en lymphocytes Thl, ou en
lymphocytes Th17 fortement impliqués dans la MC. Les lymphocytes Thl provoquent la
sécrétion de grandes quantités d’IFN-y" (interféron-y), de TNF-a et d’IL-12.Les lymphocytes
Th17 joue un role dans la pathogénése de la MC (Bouladoux et al., 2013). La production de
cytokines pro-inflammatoires et de cytokines anti-inflammatoires est déséquilibrée chez les
patients atteints de MC. La production de cytokines par les lymphocytes Thl et Th17 est
augmentée tandis que les lymphocytes régulateurs sont inhibés et produisent des quantités
plus faibles de cytokines anti-inflammatoires (IL10) chez les patients atteints de MC. De
méme que la réponse immunitaire de Thl aboutit a I’activation des macrophages et a la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL1, I’IL6 ou le TNF, responsable de

I’inflammation chronique digestive (Matricon, 2010).

5.2. Facteurs associés a I’environnement dans la MC
Les mécanismes par lesquels ces facteurs environnementaux induisent ou réactivent une
MC ne sont pas encore bien compris. De fagon générale, ces facteurs pourraient altérer
I’intégrit¢ de la muqueuse, la réponse immunitaire ou la flore intestinale et favoriser

I’inflammation.

5.2.1. Tabac
Le tabac reste le facteur le plus largement étudié dans la MC. Cependant, il ne semble pas
étre responsable a lui seul de I’augmentation de la maladie. En effet, dans les pays a gros
pourcentage de fumeurs comme 1’ Asie et I’ Afrique, I’incidence de la maladie est peu €levée ;
alors que dans les pays a faible pourcentage de fumeurs comme le Canada et la Suede,

I’incidence de la maladie est élevée (Cortot et al., 2009; Shanahan et Bernstein, 2009).
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5.2.2. Facteurs psychologique
Le stress a longtemps été proposé comme facteur de risque dans la pathogenése des MICI.
L’étude rétrospective de Goodhand et al a montrée une réduction des rechutes
symptomatiques chez les patients traités par des antidépresseurs. Cependant le lien de

causalité entre stress et la MC reste a démontrer (Goodhand et al., 2012).

5.2.3. Facteurs alimentaires
Les différents composés alimentaires pourraient agir soit directement sur le systéme
immunitaire intestinal, soit en modifiant la composition de la flore intestinale.
Des études ont montré que ’augmentation de consommation des produits industriels, de
graisse animale et surtout de sucre (RR : 3,4 - 4,6), ainsi que les microparticules issues de la

pollution pouvaient concourir a I’apparition de la MC (Bernstein et Shanahan, 2008) .

5.2.4. Antibiotiques

L’augmentation de I’utilisation des antibiotiques durant les 50 derni¢res années dans les
pays industrialisés est corrélée a ’augmentation de cas de MC. Les antibiotiques sont connus
pour étre des perturbateurs temporaires de la flore intestinale, entrainant un rebond anarchique
de cette flore apres I’arrét du traitement. Ce déséquilibre peut perdurer plusieurs mois selon la
durée et I’intensité du traitement (Swidsinski et al., 2008).
Une étude récente a montré qu’une semaine apres 1’arrét d’un traitement antibiotique ayant
provoqué une perturbation profonde du microbiote, la flore intestinale tendait a retrouver un
¢tat stable mais montrait une composition différente de 1’état initial (Dethlefsen et Relman,

2011).

5.3. Facteurs génétiques
L’aspect génétique de la MC a toujours été une hypothese tres étudiée. En effet, 10 a 29%
des patients atteints de MC présentent un antécédent familial (Cooney et Jewell, 2009). Des
études ont montré que le fait d’avoir un frére ou une sceur atteint de la MC augmentait le
risque relatif (RR) d’un facteur de 30 a 40, et que la comorbidité était plus élevée chez les
vrais jumeaux (50-58%) par rapport aux faux jumeaux (0-12%) (Binder, 1998). Ces

observations indiquent clairement 1’existence de facteurs de prédisposition génétiques.
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I1.Génétique de la MC

1. Gene CARD15/NOD2
1.1. Structure et localisation chromosomique du gene CARD15/NOD?2
La premiere étude « génome entier » pour la MC a été effectuée par Hugot et al (1996),

mettant en évidence une association entre une région péricentromérique du chromosome 16
en ql2 (IBDI : Inflammatory bowel disease 1) et la MC. Cette association fut ensuite
confirmée par une large étude européenne (Curran et al, 1998). Cette découverte fut la
premiere confirmation moléculaire d’une contribution génétique a la MC. De nombreuses
¢tudes ont, par la suite, largement validé cette association qui est spécifique de la MC.
En 2001, le géne CARDI15/NOD2 fut découvert et il reste aujourd’hui le principal gene
clairement associé a la MC.
Le gene CARD15/ NOD2 contient douze exons et code pour une protéine intra-cytoplasmique
de 1044 acides aminés. Cette protéine contient plusieurs domaines partagés avec d’autres
protéines : un domaine N-terminal CARD, un domaine central NBD (Nucléotide Binding
Domaine) et un domaine C-terminal riche en leucine LRR (Leucine Rich Repeat) (Hugot et

al.,2001) (Figurel).

Chromosome 16

IBD1
NOD2
TOHIETAR LRR
28 124127 220 273 577 744 1020

1 1044

Figure 1: Structure du géne CARD15/NOD? et de protéine CARD15/NOD2 (Hugot et
al.,2001)
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1.2. Ligand de la protéine CARD15/NOD2
La protéine CARD15/NOD2 appartient a une famille des protéines, les PRR (Pathogen

Recognition Receptor) impliquées dans la réponse immunitaire innée de 1’hote vis-a-vis des
agents bactériens et des virus. Trois grandes familles de PRR : les TLR (70!l Like Receptors)
situés dans la membrane cellulaire, les RLR (Retinoic acid inductible genel Like Receptors)
impliqués dans la reconnaissance des virus et les NLR (NOD-like Receptors) caractérisés par
la présence d’un domaine LRR et d’un domaine NOD.

La protéine CARD15/NOD2 possede la structure caractéristique des protéines NLR : un
domaine N-terminal CARD, un domaine central NACHT ou NOD et un domaine C-terminal
riche en leucine LRR (Tanabe et al., 2004).

Le gene CARDI15/NOD2 code un récepteur intra cytoplasmique de la famille des NLR
impliqués dans la reconnaissance des PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), qui
sont des composants spécifiques du monde microbien, pas ou peu polymorphes, parmi
lesquels on trouve le PGN (peptidoglycane) et le LPS.

Le PGN est présent chez la tres grande majorité des bactéries ou il intervient dans la rigidité
de la paroi bactérienne. Il forme une enveloppe fine chez les bactéries a Gram négatif et une
enveloppe épaisse chez les bactéries a Gram positif. Il est formé de chaines de composés
glucidiques alternant un MurNAc (acide N-acétyl-muramique) et un GlcNAc (N-acetyl-

glucosamine) reliées par des peptides qui peuvent €tre réunis en ponts (Girardin et al., 2003).

1.3. Fonction de la protéine CARD15/NOD2

Les récepteurs NOD2 font parties des PRR et reconnaissent des motifs bactériens
spécifiques. C’est la liaison du domaine LRR avec son ligand le MDP (muramyl dipeptide),
dérivé des PGN de la paroi bactérienne qui libere le site actif NOD/NACHT de la protéine.
Le domaine NOD, qui constitue le domaine catalytique de la protéine, est capable de lier un
nucléotide de type ATP. L’activation de la protéine CARD15/NOD2 par le MDP entraine
donc une dimérisation de NOD?2 par le domaine NOD.
Le domaine CARD est le domaine effecteur, il permet la transmission du signal, notamment
par son interaction avec la protéine Rip2 (Receptor interacting protein 2) intervenant dans la
cascade pro-inflammatoire NF- kB.
Ces voies jouent un rdle central dans la sécrétion de molécules pro-inflammatoires (IL-6, IL-
8, TNF, IL-5...) et anti-inflammatoires (IL-10). En situation normale, la stimulation de NOD2

par le MDP oriente plutét la réponse immunitaire vers un profil Th2, caractérisé par
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I’expression de I'IL-5 et I'IL-4, tandis que la stimulation des TLR par le LPS entraine
I’expression de cytokines caractéristiques d’un profil Thl (TNF, IL-6...) (Magalhaes et al.,
2008).

Perez et al (2010) montrent que la protéine CARDI15/NOD2 posseéde une activité
antibactérienne propre, via son interaction directe avec le MDP bactérien.

CARDI15/NOD?2 intervient aussi dans d’autres mécanismes de défense contre les bactéries
invasives. Des études montrent que [’activation de CARDI15/NOD?2 est indispensable au
mécanisme de 1’autophagie dans les cellules dendritiques et les macrophages (Travassos et

al., 2010).

1.4. Spectre mutationnel dans la MC
L’analyse détaillée du géne CARDIS5/NOD2 a révélé trois polymorphismes associés
indépendamment a la MC, et correspondant, respectivement, a deux mutations faux-sens non
conservatrice (R702W et G908R) et a une mutation décalante (1007Fs) (Lesage et al., 2002).
¢ R702W: est une substitution de thymine en cytosine en position 2104 sur 1’exon 4 et
donne lieu a un changement de I’acide aminé Arginine en tryptophane en position 702
de la protéine.
% GI08R : est une substitution de guanine en cytosine en position 2722 sur I’exon 8, et
responsable d’un changement de glycine en arginine.
s 1007fs : est une insertion de cytosine en position 3020 résultant d’un codon stop, cette

mutation générant une protéine tronquée de 32 acides aminés (Figure 2).
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H,-# I CARDNCARD | NBD d -COOH
1 2B 124 127 220 273 =77 744 1020 1040
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Figure 2 : Sites mutationnelles du gene CARD15/NOD2 (Hugot et al., 2001)
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1.5. Réle du CARD15/NOD2 dans la MC

Il a été postulé par de nombreux groupes que les mutations de CARD15/NOD?2 entrainent
une perte de fonction responsable de la maladie, impliquant une perte de réponse de la
protéine CARD15/NOD2 pour le MDP, renforcant 1’idée d’un défaut de clairance bactérienne
dans le déclenchement de la maladie. Ce défaut de clairance peut se traduire par une
augmentation de la translocation bactérienne vers les ganglions mésentériques. La perte de
fonction du domaine LRR due a la mutation 1007fsinsC empécherait la reconnaissance du
MDP par la protéine et donc préviendrait 1’activation de la cascade NF-kB (Kobayashi et al.,
2005; Bruns et al., 2012) (Figure 3).
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Figure 3 : Role du CARDI15/NOD2 dans la MC (Schreiber et al., 2005).

La perte de fonction conduirait aussi a une diminution de I’expression des défensines, des
peptides antimicrobiens sécrétés par les cellules de Paneth au niveau de 1’iléon qui

interviennent dans le maintien de I’homéostasie intestinale (Wehkamp et al., 2004).

1.6. Implication de CARD15/NOD2 dans d’autres maladies
Les mutations du géne CARDI15/NOD?2 sont impliquées dans de nombreuses maladies

rares notées dans la figure 4.
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Figure 4 : Génes de susceptibilité (en noir) communs a plusieurs maladies (en rouge).
PR : polyarthrite rhumatoide; SPA : spondyloarthropathies; DID : Diabéte insulino-
dépendant. GVH : réaction de greffon contre 1’hote (Hugot, 2006).

2. Autres genes candidats associés a la MC

Plusieurs autres geénes de I’immunité ont été associés a la MC. Parmi les plus importants :

» les geénes situés sur le locus IBD5 codant pour les IL-3, 4, 5 et 113 (Rioux et al.,
2001).

» le géne XBPI codant un facteur de transcription impliqué dans le stress du réticulum
endoplasmique et dont 1’invalidation provoque 1’appose des cellules de Paneth (Kaser
et al., 2008).

» le geéne codant NLRP3, une protéine constituant I’inflammasome (Villani ef al., 2009).

» certains genes impliqués dans la réponse Th17 et des genes codant pour le récepteur de
la cytokine pro-inflammatoire IL-23, dont I’expression est augmentée dans la MC

(Duerr et al., 2006).
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3. Pharmacogénétique

Les études réalisées dans le domaine de la pharmacogénétique contribueront sans aucun
doute a une meilleure gestion thérapeutique des MICI. La réponse thérapeutique a un
médicament est extrémement variable selon les individus, tant au niveau de son efficacité
qu’au niveau de sa toxicité.
Depuis quelques années, des thérapies biologiques sont développées, ciblant spécifiquement
des molécules essentielles a D'inflammation. Parmi ces agents thérapeutiques, I'IFX
(Infliximab), un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre le TNF-alpha humain, dans le
traitement de la MC. La reproductibilité dans le temps de la réponse ou de la non-réponse au
traitement chez un patient donné laisse a penser que des facteurs génétiques sont impliqués
dans cette différence de réponse thérapeutique inter-individuelle (Medrano ef al., 2015).
La découverte des facteurs génétiques associés a ces pathologies et a leur thérapeutique
s’accélere. Néanmoins les retombées cliniques de ces recherches restent aujourd’hui limitées

(Bourgain, 2014).
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I. Population d’étude

1. Recrutement des patients

Notre étude transversale de type cas-témoins a inclus 15 patients atteints de la MC,
recrutés au niveau du service d’Hépato-Gastro-entérologie au Centre Hospitalo-Universitaire
(CHU) Benbadis de Constantine.
Ce recrutement a été basé sur le diagnostic positif qui a été réalisé par le médecin traitant. Le
diagnostic repose sur un faisceau d’arguments cliniques, endoscopiques, radiologiques,
anatomo-pathologiques et évolutifs.
Les patients ont bénéficié¢ d’un prélévement sanguin sur deux tubes de 5ml, vacutainer et
contenant 1’anticoagulant EDTA (Ethylen-Diamin_tetra-acetic Acide), apres avoir recu des
explications sur les procédures et les objectifs de 1’étude, et apres avoir signé un consentement
¢clairé (Annexe 3). Une enquéte €pidémiologique associée a une analyse des dossiers a été
réalisée pour tous les patients recrutés (Annexe 4).
Notre étude s’est étendue du mois d’Avril a Juin 2017, la sélection de ces patients a été faite

en respectant des criteres bien définis.

X/
L X4

Critéres d’inclusion

Patients agés de plus de 15 ans.

Y VY

Patients suivis pour une MC, quelque soit le stade évolutif et la localisation de la

maladie.

X/
*

s Critéres d’exclusion

RCH

Y VY

Colites inclassables.

2. Recrutement des témoins

Cette partie d’étude a concerné 25 échantillons d’ADN collectés de la banque d’ADN du
laboratoire de biologie et génétique moléculaire (de 1’université Constantine 3). Les ADN
choisis sont spécifiques aux sujets supposés sains et ne présentant aucun antécédents

personnels ou familiaux de la MC.

=~



Méthodologie

II. Méthodes

Nous avons utilisé la technique de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction- Restriction

Fragment Length Polymorphism) avec 1 algorithme de travail suivant :

>

>
>
>

1.

extraction de I’ADN.

amplification du gene CARD15/NOD?2 par PCR.

contrdle des produits de PCR par électrophorese sur gel d*agarose a 2%.

digestion enzymatique des produits de PCR par 1’enzyme de restriction Hhal pour
évaluer le polymorphisme G908R du gene CARD15/NOD.2.

finalement I’analyse des produits de digestion par électrophorese sur gel d’agarose a

3%.

Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN est une technique qui isole I’ADN a partir d’une cellule en quantité

et en qualité suffisante pour permettre son analyse, les leucocytes sanguins représentent la

source majeure de I’ADN.

Les méthodes d’extraction des acides nucléiques sont diverses, dans la grande majorité des

cas, la technique d’extraction des acides nucléiques doit étre adaptée a 1’échantillon et la

nature du génome. Au cours de cette étude, la méthode d’extraction au NaCl a été réalisée au

niveau du laboratoire de biologie et génétique moléculaire de I'université Constantine 3.

1.1. Méthode d’extraction d’ADN

Les étapes d’extraction de I’ADN leucocytaire se résument en cing étapes :

>

Y V VYV V

hémolyse du sang et préparation du culot leucocytaire,

lyse des leucocytes, digestion du complexe nucléoprotéique et libération de I’ADN,
extraction et purification de ’ADN,

précipitation de I’ADN,

solubilisation de I’ADN purifié.

Le protocole détaillé est fourni en (Annexe 5).

|
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1.2. Evaluation qualitative de ’ADN

La concentration en ADN de I’échantillon est estimée par spectrophotométrie.
En effet, les acides nucléiques présentent un pic d’absorption dans 1’ultra violet, le maximum
de cette absorption se situe a 260 nm, celle-ci peut étre faussée en cas de contamination de
I’ADN par les protéines et 1’éthanol restants.
Une mesure de la densité optique (DO) ou de 1’absorbance de ’ADN a 260 nm et a 280 nm
est effectuée, car les protéines absorbent a 280 nm, le phénol a 270 nm et les bases puriques et
pyrimidiques fortement dans I’ultraviolet a 260 nm.
Par le moyen du rapport de R= DO 260 nm/ DO 280 nm, la pureté de I’ADN est déterminée

en indiquant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN.
On consideére que :

Si 1,6 <R <2:I’ADN est pur.

Si R< 1,6 : ’ADN est contaminé par les protéines.

Si R>2:1’AND est contaminé par des ARN.

La pureté de ’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou I’ADN est contaminé, ce dernier ne laisserait pas aboutir
a un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc indispensable
de procéder par la réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée.

Les ADN purs sont conservés a + 4 °C jusqu'a utilisation.

1.3. Evaluation quantitative de ’ADN :

La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :

lunité de DO 260 nm = 50 pg/ml d’ADN double brin

Considérant que I’ADN est dilu¢ a 1/100 (10 ml de I’ADN dilué dans 990 ml d’eau stérile), la

concentration de I’ADN extrait ((ADN]) est déterminée par la formule suivante :

[ADN] pg/ ml = DO 260 x 50pg/ml x facteur de dilution

2
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2. Amplification par PCR
2.1. Principe
La réaction PCR permet d'amplifier in vitro une région spécifique d'un acide nucléique
donné afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le détecter et 1’étudier. Pour se faire, une
série de réactions permettant la réplication d’une matrice d’ADN double brin est répétée en
boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la fin de chaque cycle
servent de matrice pour le cycle suivant, I’amplification est donc exponentielle.

Pour avoir la réplication d’un ADN double brin, il faut agir en trois étapes.

» dénaturation de I’ADN pour obtenir des matrices simple brin. La température de la
dénaturation est comprise entre 92°C et 95°C. A cette température, les liaisons
hydrogénes se dissocient et les ADN double brins se séparent en ADN simple-brins

(ADN monocaténaires).

» hybridation des amorces spécifiques, qui s’effectue a une température de 50°C a
65°C. Cette température d’hybridation est un parameétre important pour la réussite
de la PCR et doit étre calculée en fonction du Tm (Température de fusion) des deux
amorces. Cette diminution de la température permet aux liaisons hydrogeénes de se

reformer et donc aux brins complémentaires de s hybrider

» réalisation de la réaction de polymérisation du brin complémentaire a une
température de 72°C. A cette température, la 7ag polymérase se lie aux ADN
monocaténaires amorcés et catalyse la réplication en utilisant les

désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP) présents dans le mélange réactionnel.

Tableau 3 : Les amorces utilisées et la taille du produit de PCR

Mutation Séquence d’amorce Taille du frag

amplifié en

ment

pb

GI908R Sens: 5'CAC TGA CACTGT CTG TTG ACT C 3' 163

Anti-sens : 5' AAG ACC TTC ATA AGT GGC CCC 3

)
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2.2. Protocole de la PCR

Cette étape a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie moléculaire, faculté SNV de
I’université des fréres Mentouri, Constantine 1.
2.2.1.Préparation du milieu réactionnel (mix)
La préparation du mélange réactionnel de la PCR est effectuée avec des quantités précises
pour chaque réactif.

Tableau 4 : Les composants du milieu réactionnel pour la PCR.

MIX Vol (ul)/tube de PCR
H20 15,1
MgCl2 a 1,5 final (25mM) 1,5
Tampon 10X 2,5
dNTP 2mM final 2,5
Amorce sens (100 ng/ul) 0,5
Amorce anti-sens (100 ng/pl) 0,5
Taqg DNA 5U/ul 0,4

Pour chaque tube nous avons pris 24 pul de mélange (mix) avec 1ul d’ADN.
2.2.2. Déroulement des cycles de la PCR

Le déroulement des cycles de la PCR a été réalisé par un thermocycleur (Ependorf) et les
conditions d’amplification étaient comme suit :

Tableau 5 : La programmation du thermocycleur

Etapes Température °C Durée Nombre de cycles
Dénaturation initiale 94°C Smin 1
Dénaturation 94°C 30s
Hybridation 61,8°C 30s 30 cycles
Elongation 72°C 30s
Elongation finale 72°C 7min 1

=
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2.2.3.Controle des produits PCR

Le contréle des produits PCR s’effectue par électrophorése. C’est une technique de
séparation des macromolécules, elle se base sur le principe de la séparation et I'identification
des fragments d'ADN amplifiés selon leurs charges et leurs tailles. Les ADN sont des
macromolécules polyanioniques uniformément chargées négativement, la charge relative de
I'ADN étant constante. De ce fait, ' ADN peut migrer dans un champ électrique de la cathode
(-) vers l'anode (+) dans un tampon de migration du TBE (Tris Borate EDTA).
L’électrophorese est assurée sur gel d’agarose a 2% (2g d’agarose+ 100 ml de TBE 1X)
additionné a 10 pl de BET (Bromure d’éthidium). Ce dernier est un réactif intercalaire se
fixant entre les bases nucléiques a 1’intérieur de la double hélice et qui rend chaque ADN

fluorescent par exposition aux UV pour visualiser les bandes résultantes.

Le gel est ensuite coulé sur plaque d’une cuve horizontale. Dans chaque puits du gel du coté
cathode (-), nous avons déposé¢ 10 ul de produit d’amplification + 3 pul BBP (Bleu de
Bromophénol) permettant de suivre le front de migration. En réservant 2 puits, un pour le
dépot du marqueur de taille (pour le contrdle de taille des fragments amplifiés) et le deuxiéme
pour le dépdt du blanc (témoin négatif). Ce dernier, sert a détecter si une éventuelle
contamination de I’ADN est survenue au cours de la PCR. Ensuite, le systeme est soumis a

une migration sous un courant de 100 volts pendant 30 min.

Aprées la migration, la visualisation des bandes est effectuée sous rayons UV et révélée par
une coloration au BET. Le gel est photographiable et permet de visualiser les fragments

amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de méme taille.

Photographie 1: le profil électro-phorétique de la PCR du polymorphisme G908R.

)
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3. La digestion enzymatique des produits de PCR
3.1. Préparation de la digestion
Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Hhal clivant les

molécules a des endroits précis appelés sites de restriction.
5 G CG|C 3

3 C1G C G ¥

Dans chaque tube qui contient le produit de PCR, nous avons ajouté 1ul de ’enzyme de
restriction Hhal, suivie d’une incubation pendant une nuit dans une étuve a 37°C. L’action de
clivage de cette enzyme est détectée par une variation du nombre et de la longueur des

fragments de restriction obtenus apres digestion enzymatique (Tableau 6).

Tableau 6 : Génotypage du polymorphisme G908R

Mutation Enzyme de Génotypage Longueur du fragment
restriction en pb
Homozygote sauvage (GQ) 163
G908R Hhal(Promega, Hétérozygote (GO) 27,136 et 163
1,000u)
Homozygote muté (CO) 27 et 136

3.2. Electrophorése des produits de la digestion
Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par €lectrophorese
effectuées dans les mémes conditions que celles des produits PCR. Cependant, la petite taille
de ces fragments, a nécessité¢ la préparation d'un gel d'agarose plus résolutif a 3 % (3g
d’agarose avec 100ml de TBE a 1X). La migration s’effectue sous un courant de 100 volts

pendant 45min. Les fragments résultants sont ensuite visualisés sous UV.

4. Analyses statistiques

Dans notre étude, les calculs statistiques de tous les échantillons obtenus ainsi que tous les

parametres considérés ont été obtenu par le logiciel Epi info version 6.0.

=
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% Calcul de I’odds ratio (OR)
Pour calculer ’OR, nous avons établi un tableau de contingence présenté sous forme de
tableau croisé¢ 2x2. Le statut malade/non malade des sujets est présenté en colonne et le

caractere présence ou absence du facteur présumé de risque de maladie en ligne

Tableau 7 : Tableau de contingence

Patients Controle(Témoins) Total

Exposé A B A+B

Non exposé C D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D

La cote d’étre exposé (Exposure Odds) pour les malades = A/C et pour les témoins = B/D
Afin de mesurer 1’association entre un facteur et une pathologie, I’OR est calculé comme

suit :

OR=A*D/B* C

L’OR représente une mesure d’association épidémiologique entre un facteur et une maladie,
en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (prévalence < 5%)).
Si:
OR =1 : pas d’association entre I’exposition et la maladie.
OR <1 : association négative.

OR > 1 : association positive.

¢ Le choix de la p- value

Le calcul de la p-value nécessite la détermination d’un intervalle de confiance indiquant le
degré de certitude des résultats d’une recherche, cet intervalle fournit une fourchette de
valeurs, situées de part et d'autre de l'estimation, ou 1'on peut étre sr a 95% de trouver la
valeur réelle. Le seuil critique est donc évalué a 0,05 (risque a). Si la valeur de p-value
calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée

significative.
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1. Caractéristiques principales des patients

1.1. Age

Notre échantillon est subdivisé selon des tranches d’age de 10 ans (Tableau 8).

Tableau 8 : Répartition des patients par tranche d’age

Age Effectif (n) Pourcentage %
10-19 1 6,66 %
20-29 3 20 %
30-39 5 33,33 %
40-49 4 26,66 %
50-59 1 6,66 %
60-69 1 6,66 %
Total 15 100 %

L’age moyen de la population malade est de 39,82+7,62 avec des extrémes de 16 a 64 ans.
Ceci confirme que la MC touche les individus les plus jeunes. Une fréquence élevée ou bien
un pic a été observée entre 30 et 39 ans, soit 33,33%, suivie d’une fréquence de 26,66% entre

40 et 49 ans, de 20% entre 20 et 29 ans et de 6,66% pour les autres tranches d’age.

O,
35.00% 72 -
33,33%

30,00% /

26,66%
25,00% \ °
20,00% 20% \
15,00% / \
10,00% -

/ B 6,66%

5,00% TG
0,00% tranches d'age
10-19 2029  30-39  40-49  50-59  60-69

Figure 5 : Répartition des patients par tranche d’age.
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Ces résultats se rapprochent de ceux réalisés dans notre pays par Hammada et al en 2011,
dont I’age médian au moment du diagnostic initial était de 36 avec un pic d’incidence de
21,21 dans la tranche d’age 35-39 ans (Hammada et al., 2011).

Alors qu’une étude algérienne récente montre que 1’age moyen est de 33,05+£12,10 avec un

pic de 43.70 % dans la tranche d’age 20-29 ans (Daoui et al., 2016).

1.2. Sex-ratio
Dans notre série, nous notons une prédominance féminine avec 9 femmes et 6 hommes

soit un sex-ratio de 1,5 (9 F/6 H).

B Femme

B Homme

Figure 6 : Répartition des patients selon le sexe.

Les études réalisées précédemment en Algérie confirme cette prédominance féminine
(Hammada et al., 2011; Daoui et al., 2016), ainsi que les pays a moyenne et a haute incidence,
la MC touche surtout les femmes, la prédominance féminine concerne spécifiquement les
femmes tres jeunes, ce qui a suggéré I’intervention des facteurs hormonaux endogenes ou
exogenes dans I’expression de la MC ( Shivananda et al., 1996, Loftus, 2004) .

Cependant, les hommes étaient plus touchés que les femmes dans des zones a faible
incidence, tel que le Japon et la Chine. Ceci est expliqué en partie par I’importance du

tabagisme dans ces pays (Leong et al., 2003).

1.3. Age et sex-ratio
Dans notre cohorte, le pic pour la MC se situe dans différentes tranches d’age dans les

deux sexes (Figure 7).
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Figure 7 : Répartition selon 1’age et le sexe.

Cependant le pic de fréquence rejoint le pic global de la maladie pour les femmes (30 et 39
ans), alors qu’il prédomine a des tranches d’age beaucoup plus jeunes pour les hommes (20 et
29 ans), cette différence peut étre expliquée par le facteur de tabagisme.

Selon une étude qui a été réalisée sur une population algéroise, une tres 1égere prédominance
féminine avec un sex-ratio de 1,05 et un pic d’age entre 29-30 ans a été observée, alors que le
pic d’age était entre 20-29 ans chez les hommes (Balamane ef al., 2013).

Une autre étude concernant la population de Constantine a révélé que le pic le plus élevé de

I’incidence annuelle moyenne de la MC ¢était de 13,23/100.000 habitants par an chez les
femmes entre 35-39 ans, et de 8,92/100.000 habitants par an chez les hommes pour la tranche

d’age de 50-54 ans. Sachant que le sex-ratio est 1,11. Hammada et a/ (2011),

1.4. Statut tabagique
Le tabac joue un role important dans le développement de la MC. Il n’est pas la cause de
cette maladie, mais c’est un facteur favorisant. Dans notre série, 20% de patients sont des
fumeurs, ce faible pourcentage peut étre expliqué par 1’absence de tabagisme dans la

population féminine prédominante (Figure 8).




Résultats et discussion

80 ’0

N

8F
v
60 A
yd

40 - / o
20 A

0

) Tabac
oul non

Figure 8 : Répartition des malades selon le statut tabagique.

En Algérie, le méme résultat a été signalé par Bounab et al (2011), par contre I’étude de
Daoui et al (2016) montre un pourcentage de patients fumeurs plus €levé (40,78%). Cette

observation a été signalée en Grece, France et en Allemagne (Tableau 9).

Tableau 9 : Fréquences des patients fumeurs dans certaines études.

Auteur Pays Année Fréquence des
fumeurs

Gazouli et al Greéce 2010 51,1
Bounab et al Algérie 2011 24,8
Azzam et al Arabie Saoudite 2012 15,2
Elazzaoui et al Maroc 2012 13,7
Niess et al Allemagne 2012 50,81
Jung et al France 2012 54,7
Daoui et al Algérie 2016 40,78

1.5. Aspects cliniques : résultats

1.5.1. Manifestations générales

Une altération de [D’état général accompagne souvent les poussées de la MC,
I’amaigrissement est noté chez tous les patients (100%), la fievre est présente chez 13,33%,
I’anémie est exprimée chez sept patients avec 46,67%. Le retard de croissance est un

symptome qui est spécifique pour les patients ayant les premiers signes de la MC a un age
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précoce (Vernier et al., 2005). Dans notre série, nous n’avons trouvé aucun cas avec un retard
de croissance. Alors que 1’étude qui a été réalisée par Daoui et a/ montre la présence de quatre

jeunes patients avec un retard staturo-pondéral (3,88%).

1.5.2. Manifestations digestives
Les douleurs abdominales sont les principaux signes digestifs qui représentent 86,67% de
nos patients, accompagnés de diarrhées chroniques avec rectorragies de 20% ou sans
rectorragie de 26,67%. La méme observation a été remarquée par Daoui et a/ (2016), dont les
douleurs abdominales représentent 75,73% des cas et les diarrhées chroniques 40,77% avec
ou sans rectorragies. Selon Azzam et al (2012), les douleurs abdominales sont observées chez

86,4%, et les diarrhées chez 75% des patients.

1.5.3. Manifestations extra-digestives
Dans notre cohorte les manifestations extra-digestives sont estimées a 26, 67% :

» les manifestations oculaires sont les plus fréquentes avec 13,33%,

> les manifestations articulaires et cutanées représentent le méme pourcentage avec 6,67%,
Dans la littérature, le pourcentage de manifestations extra-digestives rejoint les observations
de De Diego et al (2006) et Daoui et al (2016).

En pratique clinique, les patients atteints de la MC peuvent présenter simultanément 2 a 3
signes extradigestifs. Dans notre échantillon, aucun cas n’a été trouvé, alors que 20,93% des

patients avec ces signes extradigestifs ont été observés chez Daoui et al (2016).

1.6. Classification phénotypique
1.6.1. Age de diagnostic
La maladie peut se déclencher a n’importe quel age, elle est rarement diagnostiquée durant

la petite enfance et nous la trouvons plus fréquemment chez les adolescents et les jeunes
adultes entre 20 et 30 ans.
L’age de début de la maladie varie selon la population d’étude. Dans notre échantillon la
majorité¢ des patients ont les premiers symptomes de la MC dans la période d’age qui est
inferieure a 40 ans (A1) avec un pourcentage de 73,33%, alors que (A2) représente 26,67%
(Figure 9).
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Figure 9 : Répartition des patients selon 1’age de diagnostic.

En comparant nos données avec celles de la littérature, I’age de début de la maladie varie
selon la population d’étude. Dans les pays méditerranéens, la majorité des patients ont les
premiers symptomes de la MC dans la période d’age qui est inférieure a 40 ans (De Diego et
al., 2006 ; Meddour et al., 2014). Cependant, dans la population chinoise, la classe A2 est
prédominante (Long ef al., 2014).

Selon Daoui et al (2016) I’age de diagnostic était inférieur a 40 ans.

1.6.2.Localisation anatomique de la maladie
La MC peut toucher I’ensemble du tube digestif, de la bouche jusqu'a I’anus, méme si le
colon et I’iléon terminal sont les régions préférentielles de la maladie.
La distribution anatomique des lésions varie selon I’ancienneté et 1’évolution de la maladie.
Chez nos patients, la maladie est localisée le plus souvent au niveau de la partie iléo-colique
(L3) avec un pourcentage de 66,67%, 1'iléon (L1) est atteint chez 13,33% et le colon (L2)
chez 6,67% des cas, cependant le type (L4) est inexistant (Figure 10).

-
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Figure 10 : Répartition des patients selon la localisation de la maladie.

Nos résultats sont de fagon globale concordant avec les données de la littérature (Tableau 10).

Tableau 10 : Localisation de la maladie selon certaines séries.

Auteur Pays Année Localisation | iléale pure Colique
iléo-colique (L1) (L2)
L3)
Leong et al Chine 2004 44% 4% 30%
Bounab Algerie 2011 51,40% 29,60% 19%
Serghini et al Tunisie 2016 37% 28% 35%
Daoui et al Algerie 2016 41,47% 32,10% 23,30%

+» Les Lésions ano-périnéales (LAP), sont définies par la présence des fissures et/ou
ulcérations, fistules anales et périnéales. Elles peuvent présenter des aggravations vers 1’abces
ou la sténose.

Les LAP sont tres caractéristiques de la MC et d’une grande valeur diagnostic. Dans notre
série, elles représentent un pourcentage de 20% et sont associées aux localisations iléo-
coliques. Alors que, leur incidence varie selon les études entre 10 a 80 %. Elles peuvent étre
présentes a n’importe quel stade de la maladie et dans un tiers des cas elles précedent méme

les atteintes intestinales (Cosnes et al., 2011).
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Méme si la prévalence globale de la MC intestinale est trés variable d’un pays a ’autre, il ne
semble pas y avoir de différence significative ni géographique ni en fonction de 1’age et du

sexe concernant les 1€sions ano-périnéales (LAP) (Staumont, 2010).

1.6.3. Intensité de la maladie
La MC est classée selon les criteres de sévérité et de type des 1ésions, cette classification
est ¢tablie par le médecin qui se base sur les résultats cliniques, endoscopiques et
histologiques. Ainsi la forme sténosante (B2) est la plus fréquente (46,67%) chez nos patients,
suivie de la forme sténosante, pénétrante (B2, B3) et la forme inflammatoire (B1) (13,33%).

Notre échantillon est caractérisé par 1’absence totale des patients avec la forme pénétrante,

(Figure 11).
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Figure 11 : Répartition de I’intensité de la maladie.

L’intensité de la maladie est variable en fonction de plusieurs parametres qui sont
simultanés avec la période des crises ou en dehors des poussés inflammatoires. La
prédominance de la forme sténosante est observée dans les études qui ont été réalisées en
Australie (Bhullar et al., 2014) et en Algérie (Meddour et al., 2014; Daoui et al., 2016).

Alors que dans les pays voisins, en particulier au Maroc et en Tunisie, la proportion de la

forme B2 (sténosante) est relativement faible (Elazzaoui, 2012; Serghini et al., 2016).
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2. Polymorphisme G908R

2.1. Fréquences alléliques et génotypiques

Apres la digestion enzymatique et la migration des fragments obtenus, la lecture montre

I’apparition de deux génotypes différents :

» L’homozygote sauvage « GG » est caractérisé par 1’apparition d’une seule bande de

163 pb.

» L’hétérozygote « GC » est déterminé par ’apparition de deux bandes de taille

différente, 163 pb et 136 pb (Photographie 2).

163 pb

136pb

Photographie 2 : Profil de digestion des fragments du polymorphisme G908R.

Dans notre série, les profils électrophorétiques ne montrent que deux génotypes,
I’homozygote normal « GG » (66,67% chez les patients et 96% chez les témoins) et
I’hétérozygote « GC » (33,33% des patients et 4% des témoins), alors que le génotype
homozygote muté « CC » est absent dans les deux populations malade et témoin.

La fréquence de I’allele muté est plus importante chez les patients (16,67%) que chez les

témoins (2%) (Tableau 11).




Résultats et discussion

Tableau 11 : Représentation des fréquences alléliques de polymorphisme G908R du géne

CARDI1S5 chez la population témoins et malades.

Patients témoins
OR p-
N % N % value
Génotype
GG 8 66,67 24 96 - -
GC 4 33,33 1 4 12 0,014
(0,98-329,67)
CC 0 0 0 0 - -
Total 12 100 25 100 - -
Allele G 20 83,33 49 08 - -
Allele C 4 16,67 1 2 9,90 0,018
(0,93-245,49)

Statistiquement, il y’a une association significative entre le polymorphisme G908R et la
MC. Une concordance avec nos résultats a été signalée par Meddour et a/ (2014) sur une
population algéroise. Par contre la plupart des études qui ont été réalisées en Tunisie et en
Espagne ont montrée une association négative, ainsi que 1’é¢tude faite par Daoui et al (2016)

(Tableau 12).

Tableau 12 : Comparaison des fréquences des alléles mineurs du G908R chez certaines

Populations.
Auteurs Année Pays nombre de Fréquences | significations
patients
Zouiten-Mekki et al 2005 Tunisie 130 5 -
De Diego et al 2006 Espagne 183 3 -
Meddour et al 2014 Algérie 204 3 +
Daoui et al 2016 Algérie 103 5,85 -

=
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2.2. Corrélation phénotype/génotype

Pour comprendre la corrélation entre la présence de la mutation G908R du gene
CARDI15/NOD? et les caractéristiques phénotypiques de la MC, nous avons calculé I’OR et p-
value dans chaque comparaison phénotypique spécifique de notre cohorte.
Les résultats statistiques montrent une absence d’association entre le G908R et la localisation,
I’intensité et le tabagisme, par contre 1’affection articulaire des signes extra-digestifs était
significative.
Nous suggérons que nos résultats ne sont pas concluants car la taille de la population étudiée

est minime.

2.2.1.Corrélation du polymorphisme G908R et la localisation de la MC
Tableau 13 : Corrélation du polymorphisme G908R et la localisation de la MC.

Localisation Effectifs (n) Pourcentage% OR P-value
De la MC
GC GG CC GC GG CC
L1 1/1 0/1 0 100 0 0 / 0,13
L2 0/1 1/1 0 0 100 0 0 0,46
L3 3/9 6/9 0 33,33 66,67 0 1 1
(0,03-42,59)
L1,L3 0/1 1/1 0 0 100 0 0 0,46

Des résultats importants concernant la relation entre la présence de la mutation et la
localisation de la maladie avaient été publiés. Dans une étude britannique, la présence de ces
mutations était significativement corrélée a la localisation iléale de la maladie (Ahmad et al.,
2002), ce résultat avait été appuy¢ par d’autres études dont principalement une méta analyse
publiée par Economou (Economou et al., 2004).

D’autres études avaient observé que la mutation CARD15/NOD? était inversement corrélée a

la localisation de la maladie (Naser et al., 2012; Salkic et al., 2015).

=
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2.2.2.Corrélation du polymorphisme G908R et I’intensité de la MC
Tableau 14 : Corrélation du polymorphisme G908R et I’intensité de la MC.

Intensité Effectifs (n) Pourcentage% OR P-value
De la MC
GC GG CC GC GG CC
B1 1/2 1/2 0 50 50 0 2,33 0,58
(0-137,25)
B2 2/7 5/7 0 28,57 71,43 0 0,60 0,67
(0,03-11.8)
B2, B3 1/3 2/3 0 33,33 66,67 0 1 1
(0-29,91)

Ce résultat a ¢té également signalée au Brésil et en Arabie Saoudite (Baptista et al., 2008;

Azzam et al., 2012).
Bien que les résultats ne soient pas encore trés exhaustifs, la méta-analyse d’Economou et al

(2004), avait rapportée I’existence d’une association entre la mutation et la forme sténosante

de la maladie.

2.2.3.Corrélation du polymorphisme G908R et le tabac
Tableau 15 : Corrélation du polymorphisme G908R et le tabac.

Tabac
Effectifs (n) Pourcentage% OR P-value
GC GG CC GC GG CC
Oui 1/2 1/2 0 50 50 0 2,33 0,58
(0-137,25)
Non 3/10 7/10 0 30 70 0

Dans la population algérienne, saoudienne et francaise, aucune association significative

entre la mutation et le tabac n’est rapportée (Azzam et al., 2012; Jung et al., 2012; Meddour et

al,, 2014).
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2.2.4.Corrélation du polymorphisme G908R et les signes extra-digestifs

Tableau 16 : Corrélation du polymorphisme G908R et les signes extra-digestifs.

Signes Effectifs (n) Pourcentage%
extra- OR P-value
digestifs GC GG CC GC GG CC
Articulaires 1/1 0/1 0 100 0 0 / 0,045
Oculaires 0/2 2/2 0 0 100 0 0 0,248
Cutanées 0/1 1/1 0 0 100 0 0 0,576
Total 1/4 3/4 0 25 75 0 0,56 0,66
(0,01-13 ,86)

Nos résultats ne concordent pas avec ceux des études qui ont €té réalisées par Azzam et al

(2012) et Jung et al (2012), mais cette constatation ne peut étre prise en considération vu

I’effectif de notre cohorte.




Conclusion et perspectives

La MC est une affection inflammatoire chronique de cause inconnue qui peut atteindre
tous les segments du tube digestif, elle n’a pas de cause unique identifiée et semble étre
multifactorielle (susceptibilité génétique, flore intestinale particuliere, dysfonctionnement du
systéeme immunitaire). Les symptomes de cette maladie ont un impact important sur la qualité
de vie des patients, son évolution est souvent grave et peut aboutir a un cancer du co6lon.

Notre étude a permis de soulever quelques caractéristiques épidémiologiques et anatomo-
cliniques de la MC chez 15 patients. Elle a révélée une prédominance féminine avec une
diminution de la fréquence de tabagisme.

Les méthodes de génotypage ont amené une meilleure connaissance de 1’architecture du
génome humain, par des études de larges cohortes de malades atteints de la MC. Ceci a
permis d’identifier plusieurs dizaines de geénes et de loci associés a cette maladie.
L’exploration génotypique du G908R chez 12 patients et 25 témoins montre une corrélation
significative entre le polymorphisme G908R et I’apparition de la MC.

Il faut noter que le contexte génétique semble avoir une faible importance dans la
physiopathologie de cette maladie dans notre situation, vue la fréquence diminuée de la

mutation CARD15/NOD?2 et I’absence des antécédents familiaux.

Ainsi, il serait intéressant de pouvoir continuer ce travail en :
» ¢élargissant notre cohorte de patients afin de pouvoir étudier des corrélations
génotype/phénotype.
» ¢tudiant les deux autres polymorphismes du géene CARD15/NOD2 (1007fs et R702W).
» analysant [D’interaction des différents variants génétiques entre eux et avec

I’environnement.

=
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Annexes

Annexe 1: Complications extra-intestinales les plus communes des maladies

chroniques intestinales aux Etats-Unis et en Europe (Larsen et al., 2010).

Complication Prévalence
Sclértte 18%
Uvéite 17%
Calculs biliatres (en particulier dans la MC) 3-34%
Arthrite inflammatoire 10-35%
Anémue 9.74%

Ostéoporose
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Annexe 2 : Principaux critéres distinguant MC et RCH (Podolsky, 2002)

Rectocolite Hémorragique Maladie de Crohn
Symptomes :
Fievre + ++
Douleur abdominale +/- ++
Diarrhee ++4 +
Sang dans les selles +++ +
Perte de poids + 4
Lésions péri-anales - +
Masse abdominale - P
Troubles de croissance chez +/- ++
les enfants
Localisation :
Célon Exclusivement 1/3 des patients
lleon Jamais 1/3 des patienis
Complications :
Sténoses - +4+
Fistules - +
Cancer ++ +
Endoscopie :
Lésions friables +++ +
Lésions aphtoides - ++
Aspect en pavé - ++
Pseudopolypes ++ +
Radiologie :
Distribution des |ésions Continue Discontinue

Ulcérations Superficielles Profondes avec atteinte de la
SOuUS-Mugueuse

Fissures absentes -

Présence d'anticorps :

pANCA 70% des patients +/-

ASCA +/- # 50% des patients
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Annexe 3 : le formulaire de consentement de participation a un projet de recherche.
Fiche de consentement du patient
République Algérienne Démocratique et populaire
Centre Hospitalier Universitaire de Constantine
Service d’Hépato-gastro-entérologie
Fiche de consentement du patient

Dans le cadre de : Etude moléculaire du gene CARD15/NOD2 chez des sujets atteints de la

maladie de crohn
Je soussigné(e) :
Nom :

Prénom :

Déclare avoir pris connaissance des informations explicatives concernant cette étude
j’accepte le prélévement sous les conditions décrites en gardant tous mes droits stipulés par la

loi d’éthique et de déontologie.
] Jaccepte ce type de recherche
Je[) m’oppose a ce type de recherche.

En cas de réponse affirmative, je souhaite que les résultats puissent m’étre

communiqués
[J Oui
[J Non

Signature du patient
Signature du chercheur

Signature du médecin
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Annexe 4 : le questionnaire

Fiche de renseignements

Numéro du service :............

N1 4 (oSN

IMEAECIN traATtANT T, .. ittt et e e et e e
Données relatives au patient

) s o

Pr O ..

Sexe : [JFéminin [JMasculin

Age:......... ans

Etat civil : Marié e [J: [JCélibataire

Tabac : 0OOui [INon

Examens cliniques

1- Classification de Vienna :
» Age de diagnostic : Al : <40 ans [}
A2 :>40 ans []

> Localisation : L1 : iléale 0
L2 : colon 0
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L3 : iléo colique O
L4 : en amont du tiers distal de 1’iléon(]

» Intensité : B1 : non sténosante, non pénétrante []
B2 : sténosante [
B3 : pénétrante []

2- Signes digestifs :
» Douleurs abdominales [J
» Diarrhée aigue :  [Javec rectorragie [Jsans rectorragie
» Signes ano-périnéaux [
3- Sines généraux :
» Amaigrissement []
» Fievre [
» Anémie []
» Retard de croissance [
4- Signes extra-digestifs :
» Articulaires [J
» Cutanées [
» Oculaires [
AT S ottt e

1- Biologiques :
N S =

Vitamine B2 = ...
Folates SEriqUeS =......itiii it

P COPIOCUITUIE =. ... ettt e e
2- Endoscopiques :

VVVYVYVVY
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Terrain génétique

» Issu d’un mariage consanguin : [1Oui  Non []
» Antécédents familiaux :  JOUL  ..ooiiiiiiiiiiii e
[J Non

4 N

L'arbre généalogique

[ E—

Observations :
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Annexes 5 : Méthode d’extraction au NaCl

1. Hémolyse du sang et préparation du culot leucocytaire

Le sang fraichement recueilli dans les tubes EDTA est vigoureusement mélangé a une
solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges.
La lyse est réalisée a +4°C durant 10 a 20 min. Ensuite, le lysat est centrifugé pendant
10 mn a 3900 tours/min. Une fois que le surnageant est éliminé, apres deux lavages, on
obtient un culot blanc, constitué¢ essentiellement de leucocytes. Les étapes se sont
déroulées comme suit :
ler lavage :
- mettre les 10 ml de sang dans un tube Falcon de 50 ml et compléter le volume a 50 ml
avec du Tris EDTA (TE) 20 : 5
- laisser 10 min au congélateur a -18°C,
- centrifuger 10 min a 3900 tours/min,
- éliminer le surnageant en le versant prudemment dans un récipient sans décoller le culot

leucocytaire contenu au fond de la paroi du tube.

2 éme lavage :

- ajouter au culot le TE 20 : 5 (compléter a 25 ml),

- laisser 10 min au congélateur a -18°C,

- centrifuger dans les mémes conditions comme précédemment,

- verser délicatement le surnageant et garder le culot leucocytaire formé.

2. Lyse des leucocytes, digestion du complexe nucléoprotéique et libération de ’ADN
Pour la libération de I’ADN, la dissolution des membranes des leucocytes et la digestion
des protéines associées a cet ADN se déroulent comme suit :

- transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml,

- ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pH 8§,2) en
dilacérant le culot avec une pastelle stérile,

- ajouter 200 pl du détergent anionique SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a 10% pour la lyse
des leucocytes, I’inhibition des nucléases, la dénaturation des protéines et 1’activation de
la protéinase K,

- ajouter 100 pl de protéinase K a 10 mg/ml dans le but de digérer toutes les protéines

notamment les nucléoprotéines pour libérer I’ADN nucléaire,
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- mettre les tubes sous agitation (roue) a 37°C pendant une nuit car la protéinase K
(10mg/ml) effectue son travail pendant 3 a 18h a37°C.

- le lendemain, mettre les tubes dans le congélateur a -18°C afin de refroidir leurs
contenus pendant 10 min.

3. Extraction et purification de ’ADN : méthode utilisant le NaCl

Dans le but d’éliminer les protéines par précipitation sélectives, le lysat cellulaire doit étre
traiter par une solution saline comme suit :

- ajouter 1 ml de NaCl 4M,

- agiter vigoureusement a la main,

- laisser 5 min dans le congélateur a -18°C pour accélérer la précipitation des protéines,

- centrifuger 15 min a 2500 tours/min.

3.1 Précipitation de ’ADN

La précipitation est réalisée par de 1’éthanol absolu a froid conservé a -80°C et a haute
concentration (2.5 le volume de 1’échantillon) qui, aprés une 1égere agitation, pompe 1’eau
entourant la molécule d’ADN pour la rendre moins soluble ; sans eau, la molécule d’ADN
peut précipiter par formation d’une pelote, visible a I’ceil nu sous forme d’une méduse
(filaments). Le précipité est ensuite lavé et redissout dans le tampon TE 10 :1 (2 fois le
volume de 1’échantillon).

- récupérer la pelote par enroulement sur une pipette Pasteur,

- laver la pelote d’ADN 2 fois dans I’éthanol & 70% pour éliminer les sels,

- récupérer délicatement la pelote dans des tubes Eppendorf qui doivent rester ouverts
durant environ 1h pour le séchage de I’ADN (par évaporation de I’éthanol).

- réhydrater I’ADN dans une solution de TE ou de I’eau bidistillée, puis conserver a-
20°C.

3.2 Solubilisation de ’ADN purifié

La solubilisation est une des propriétés de I’ADN. Ce dernier, devient un sel d’acide en
milieux aqueux et est ainsi soluble, pour cela, on procede comme suit :

- ajouter entre 300 a 1000ul d’eau distillée selon la grosseur de la pelote d’ADN et la
concentration souhaitée,

- laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a +4°C jusqu’a dissolution complete

pendant 1 a 3 jours.



RESUME

La maladie de Crohn (MC) est une maladie chronique qui affecte le tube digestif, elle
appartient aux maladies inflammatoires chroniques cryptogénétiques de 1’intestin (MICI) qui
sont des affections multifactorielles, résultants de la combinaison de facteurs génétiques et
environnementaux. Elle se déclare généralement chez les jeunes adultes. Sa prévalence a
augmenté au cours de ces 20 derniéres années.

L'objectif de notre travail était d’effectuer une analyse moléculaire du gene CARDI15/NOD2,
en étudiant le polymorphisme G908R et de rechercher la relation entre les caractéristiques
phénotypiques de la maladie et la présence de cette mutation.

Méthodes : Notre étude, portant sur 15 patients atteints de la MC recrutés au niveau du
service d’Hépato-Gastro-entérologie au Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) Benbadis de
Constantine, et 25 témoins, colligés sur une période de 3 mois. Le génotypage de
polymorphisme G908R du geéne CARDIS/NOD2 est déterminé par la technique de
PCR/RFLP.

Résultats : L’age moyen de nos patients est de 39,82+7,62 ans avec des extrémes allants de
16 a 64 ans et un pic de fréquence entre 30 et 39 ans. Le sexe ratio F/H était de 1,5.

La localisation iléo-colique est la plus fréquente (66,67%). La maladie est sténosante chez
46,67%, suivie par la forme sténosante pénétrante (40%) et la forme inflammatoire (13,33%).
Dans notre étude, le polymorphisme est représenté avec une fréquence génotypique de
33,33%. La fréquence de 1’allele muté est plus importante chez les patients (16,67%) par
rapport aux témoins (2%).

Dans notre cohorte, une association significative entre le G908R et 1’apparition de la MC a été
trouvée, ainsi qu’une corrélation positive avec les signes extra digestifs (articulaires).
Conclusion : L’étude génétique avait révélé une association significative entre le
polymorphisme G908R du géne CARDI5/NOD2 et la MC. Le contexte génétique semble
avoir une faible importance dans la physiopathologie de cette maladie dans notre situation,

vue la fréquence de la mutation NOD2/CARD15 et I’absence des antécédents familiaux.

Mots clés : Maladie de Crohn, CARD15/NOD2, G908R, Génotype-phénotype, PCR/RFLP.



ABSTRACT

Crohn's disease (CD) is a chronic disease that affects the digestive tract, it belongs to
chronic cryptogenetic inflammatory bowel diseases (IBD), which are multifactorial disorders,
resulting from the combination of genetic and environmental factors. It usually occurs in the
young adult. Its prevalence has increased over the past 20 years.

The objective of our work was to carry out a molecular analysis of the CARD 15/ NOD?2 gene,
by studying the G908R polymorphism and to investigate possible associations between
CARD15/NOD?2 mutation and the phenotypic characteristics of the disease.

Methods: Our study, involved 15 patients with CD recruited at the Hepato-Gastroenterology
department at the University Hospital (CHU) Benbadis Constantine, and 25 controls,
collected over a period of 3 months. Genotype of G908R polymorphism of The
CARD15/NOD?2 gene was studied by PCR -RFLP technique.

Results: The average age of our patients is 39,82 + 7,62 with extremes going from 16 to 64
years and a peak frequency between 30 and 39 years. The sex ratio F / H was 1,5.

The ileocecal localization is the most frequent in our serie, representing (66, 67%), the disease
is stenosing in 46.67%, followed by stenosing penetrating form (40%) and inflammatory form
(13, 33%).

In our study G908R polymorphism is represented with a genotypic frequency of 33.33%. The
frequency of the mutated allele was higher in patients (16, 67%) compared to controls (2%).
In our cohort, a significant association between G908R and the onset of CD was found, as
well as a positive correlation with extra-digestive (articular) signs.

Conclusion: The genetic study revealed a significant association between GI908R
polymorphism and CD. The genetic context seems to be of minor importance in the
pathophysiology of this disease in our situation, given the frequency of the CARD15/NOD?2

mutation and the absence of family history.

Keywords: Crohn's Disease, CARD15/NOD2, G908R, genotype / phenotype, PCR / RFLP.
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La maladie de Crohn (MC) est une maladie chronique qui affecte le tube digestif, elle appartient aux maladies
inflammatoires chroniques cryptogénétiques de I’intestin (MICI) qui sont des affections multifactorielles, résultants de
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L'objectif de notre travail était d’effectuer une analyse moléculaire du géne CARDIS/NOD2, en étudiant le
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